近年来，随着新药和新疗法的迅速发展，多发性骨髓瘤（multiple myeloma，MM）患者的疗效和生存率已得到明显改善，但仍有部分患者未从中获益，其疗效差、预后不良，被定义为高危MM[@b1]。因此，如何在初诊时准确甄别高危患者并制定相应的治疗策略仍是当前MM临床诊疗的主要挑战之一[@b2]。目前临床广泛应用的危险分层和预后评价体系包括国际骨髓瘤工作组（International Myeloma Working Group，IMWG）2016年更新的分层标准[@b3]、R-ISS分期[@b4]等，其中疾病分期（如ISS分期）和细胞遗传学异常（cytogenetic abnormality，CA）代表了两大主要指标，但高危和标危的界定均基于对单一独立危险因素的评估。IMWG指出，根据客观指标精确定义高危MM在临床实践中具有重要指导意义。近期研究表明，携带多种（两种或以上）危险因素MM患者的预后显著劣于仅携带单一危险因素者，并据此提出了"双打击"的概念[@b5]--[@b6]。但是，究竟如何定义"双打击"MM目前尚无统一认识，且这一新概念尚无足够临床证据的支持。因此，本研究结合目前临床常规应用的ISS分期和CA的FISH检测分析了ISS-Ⅲ期伴≥1种高危CA（HRCA）的多重打击MM患者的临床特征及预后价值，为将"双打击"概念纳入临床危险分层和（或）预后评价提供证据。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例及临床资料：本研究纳入2009年11月至2018年5月在吉林大学白求恩第一医院住院治疗的初诊MM（newly-diagnosed multiple myeloma，NDMM）患者270例，患者的诊断均符合2014年IMWG的MM诊断标准[@b7]，并具备血清学、骨髓细胞形态学、FISH等结果以及完整的随访资料。只有部分携带IGH重排的患者进一步分析了具体的IGH易位，包括t（11；14）、t（4；14）、t（14；16）、t（14；20）。

2．研究方法：根据最新研究，将ISS-Ⅲ期伴1q扩增（≥4拷贝）或TP53双等位基因缺失（均基于二代基因测序）定义为"双打击"MM[@b5]。本研究选择常规FISH检测中与此相关的两种HRCA（1q获得/扩增或17p缺失）作为一种危险因素，ISS-Ⅲ期作为另一种危险因素，分析多重打击的预后价值。ISS分期根据2013年IMWG的MM分期标准[@b4]。HRCA依据2016年IMWG的细胞遗传学危险分层标准[@b3]并参考国内外相关报道[@b8]--[@b11]。本研究将1q获得/扩增（≥3拷贝）和17p缺失的截断（cut-off）值均设定为20.0%。270例患者的FISH检测中，207例样品进行了CD138分选，63例未分选（其中23例骨髓浆细胞比例≥50%）。

3．治疗方案：入组患者接受了包括蛋白酶体抑制剂（硼替佐米、卡非佐米）、免疫调节剂（沙利度胺、来那度胺）、细胞毒药物（美法仑、蒽环类、环磷酰胺）在内的诱导、巩固和维持治疗。无打击因素组（66例）、单一打击因素（携带1个危险因素）组（120例）、多重打击因素（携带≥2个危险因素）组（84例）的中位总疗程数为4\~5个周期，均有\~80%的患者接受新药\[硼替佐米、卡非佐米和（或）来那度胺、沙利度胺\]治疗，各组间诱导/巩固治疗方案分布均衡，组间差异均无统计学意义（*P*\>0.05）。

4．随访：随访截止时间为2018年7月31日。根据以往临床研究[@b12]--[@b14]，将无进展生存（PFS）时间定义为确诊之日至疾病进展、复发或死亡日期；总生存（OS）时间定义为确诊之日至死亡或随访截止日期。

5．统计学处理：应用SPSS 22.0和Graphpad Prism 6.0软件进行统计学分析。百分率的比较采用*χ*^2^检验或Fisher精确概率法，生存分析采用Kaplan-Meier法，显著性检验采用Log-rank法。*P*\<0.05为差异具有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．临床特征：270例NDMM患者的临床特征见[表1](#t01){ref-type="table"}。其中，ISS-Ⅰ/Ⅱ期128例（47.4%），ISS-Ⅲ期142例（52.6%）；伴1q获得/扩增102例（37.8%），伴17p缺失35例（13.0%），其他CA的比例见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### 270例初诊多发性骨髓瘤患者的临床特征

  临床特征                       数值
  ------------------------- --------------
  年龄［岁，*M*（范围）］    61（30～87）
  性别（例，男/女）            154/116
  M蛋白类型［例（%）］      
   IgG型                     113（41.9）
   IgA型                      72（26.7）
   IgD型                      12（4.4）
   轻链型                     70（25.9）
   寡/不分泌型                 3（1.1）
  ISS分期［例（%）］        
   Ⅰ、Ⅱ期                    128（47.4）
   Ⅲ期                       142（52.6）
  R-ISS分期［例（%）］      
   Ⅰ、Ⅱ期                    148（72.2）
   Ⅲ期                        57（27.8）
  血LDH水平［例（%）］      
   \< 220 IU/L               184（79.7）
   ≥ 220 IU/L                 47（20.3）
  骨髓浆细胞（%）           
   \< 30                      88（34.4）
   ≥ 30                      168（65.6）
  细胞遗传学异常            
   1q+                       102（37.8）
    3拷贝                     67（69.1）
    \> 3拷贝                  30（30.9）
    未知                       5（4.9）
   del（17p）                 35（13.0）
   del（13q）                117（43.3）
   del（1p）                  19（10.6）
   IGH重排                   167（61.9）
    t（11；14）               17（9.7）
    t（4；14）                21（11.9）
    t（4；16）                 8（4.7）

2．双/多重打击对MM患者生存的影响：根据携带打击因素（ISS-Ⅲ期、1q获得/扩增或17p缺失）的数目（0\~3个）将270例NDMM患者分为4组：无打击因素组66例（24.4%）、单一打击因素组（即具备ISS-Ⅲ期、1q获得/扩增、17p缺失其中之一）120例（44.4%）、双重打击因素组79例（29.3%）、三重打击因素组5例（1.9%）。组间年龄、治疗方案、疗程数等分布基本均衡（[表2](#t02){ref-type="table"}）。组间比较（[图1A](#figure1){ref-type="fig"}、[图1B](#figure1){ref-type="fig"}）显示，NDMM患者的生存时间随打击因素数目的增加显著缩短，携带0\~3个打击因素组的中位PFS时间分别为28.9、23.0、15.0和2.3个月（*P*\<0.001），中位OS时间分别为53.7、42.3、21.5和4.5个月（*P*\<0.001），提示NDMM患者携带的危险因素越多，预后越差。组间两两比较显示：携带单一打击因素组的中位PFS和OS时间分别较无打击因素组缩短5.9、11.4个月，但差异均无统计学意义（PFS：*HR*=1.257，95%*CI*0.779\~2.028，*P*=0.129；OS：*HR*=1.270，95%*CI* 0.730\~2.207，*P*=0.888）；携带两种打击因素组的生存时间较无打击因素组显著缩短，中位PFS和OS时间分别缩短13.9个月（*HR*= 1.929，95%*CI* 1.175\~3.165，*P*=0.002）和32.2个月（*HR*=2.498，95%*CI* 1.443\~4.322，*P*=0.000），与单一打击因素组相比，中位PFS和OS时间分别缩短8.0个月（*HR*=1.535，95%*CI* 1.036\~2.272；*P*=0.013）和20.8个月（*HR*=1.967，95%*CI* 1.255\~3.085；*P*=0.000）；5例同时携带三种打击因素患者的生存时间（PFS时间分别为0.9、2.0、2.3、6.5和15.1个月，OS时间分别为0.9、2.3、4.5、6.5和18.9个月）较上述各组中位值缩短，预后最差。上述结果提示，ISS Ⅲ期、1q获得/扩增和（或）17p缺失等危险因素共存的双重打击具有重要的预后价值。

![270例携带不同数目打击因素初诊多发性骨髓瘤患者的无进展生存曲线（A）和总生存曲线（B）](cjh-40-11-912-g001){#figure1}

###### 270例携带不同数目打击因素初诊多发性骨髓瘤患者的年龄和治疗情况

  临床情况                                     无打击因素（66例）   单一打击因素（120例）   多重打击因素（84例）
  ------------------------------------------- -------------------- ----------------------- ----------------------
  年龄［*M*（范围）］                             60（30～87）          63（32～86）           61.5（39～82）
   \<55岁［例（%）］                               18（27.3）            33（27.5）              18（21.4）
   55～74岁［例（%）］                             40（60.6）            68（56.7）              58（69.0）
   ≥75岁［例（%）］                                8（12.1）             19（15.8）               8（9.5）
  中位疗程数［*M*（范围）］                        4（1～22）            4（1～19）              5（1～14）
   ≥4个疗程［例（%）］                             46（70.0）            77（64.2）              64（65.5）
  诱导/巩固治疗［例（%）］                                                                 
   硼替佐米                                        42（63.6）            73（60.8）              49（58.3）
   其他新药（卡非佐米、来那度胺、沙利度胺）        17（25.8）            35（29.2）              18（21.4）
   传统治疗（蒽环类、美法仑等）                     6（9.1）              7（5.8）               11（13.1）
   放弃治疗                                         1（1.5）              5（4.2）                6（7.1）
  维持治疗［例（%）］                              7（10.6）              9（7.5）                5（6.0）
   沙利度胺                                        3（42.8）              5（55.6）              4（80.0）
   来那度胺                                        2（28.6）              3（33.3）                0（0）
   其他                                            2（28.6）              1（11.1）              1（20.0）

3．不同打击因素组合对MM患者生存的影响：不同ISS分期（ISS-Ⅰ/Ⅱ期和ISS-Ⅲ期）与不同HRCA（1q获得/扩增和17p缺失）组合，将270例NDMM患者分为6组。第1组：ISS-Ⅰ/Ⅱ期不伴HRCA组，66例（24.4%）；第2组：ISS-Ⅰ/Ⅱ期伴1种HRCA组，43例（15.9%）；第3组：ISS-Ⅰ/Ⅱ期伴2种HRCA组，5例（1.9%）；第4组：ISS-Ⅲ期不伴HRCA组，77例（28.5%）；第5组：ISS-Ⅲ期伴1种HRCA组，74例（27.4%）；第6组：ISS-Ⅲ期伴2种HRCA组，5例（1.9%）。组间比较显示（[图2A](#figure2){ref-type="fig"}、[图2B](#figure2){ref-type="fig"}）：第1\~6组的中位PFS时间分别为28.9、31.7、21.3、21.0、15.0和2.3个月（*P*\<0.001），中位OS时间分别为53.7、43.3、15.6、34.0、21.5和4.5个月（*P*\<0.001）。组间两两比较显示：第1组与第2组的中位PFS和OS时间差异均无统计学意义（*P*均\>0.05）；3组的中位PFS时间较第1组、第2组分别下降7.6个月（*P*=0.045）和10.4个月（*P*=0.286），中位OS时间分别下降38.1个月（*P*=0.227）和27.7个月（*P*=0.314），但差异无统计学意义，提示ISS-Ⅲ期在预后评价中可能起重要作用。第5组的中位PFS和OS时间较第4组分别下降6.0个月（*P*=0.123）和12.5个月（*P*=0.008），提示ISS-Ⅲ期伴1种HRCA对预后评价起重要作用，进一步说明ISS-Ⅲ期本身即可作为双重打击中的一种打击因素；第6组仅有5例患者，其中位PFS和OS时间较第1\~5组缩短，提示此类患者可能预后极差。

![携带不同打击因素组合初诊多发性骨髓瘤患者的预后分析\
A：6种不同组合无进展生存（PFS）的Kaplan-Meier曲线分析；B：6种不同组合总生存（OS）的Kaplan-Meier曲线分析](cjh-40-11-912-g002){#figure2}

4．治疗对双/多重打击MM患者预后的影响：84例携带两种及以上打击因素的患者中，64例（65.5%）接受了≥4个疗程的规律治疗。67例（79.8%）接受了以硼替佐米、卡非佐米、沙利度胺、来那度胺等为主的新药方案，11例（13.1%）患者接受了以蒽环类、美法仑等细胞毒药物为主的传统治疗方案。生存分析显示：双/多重打击患者接受新药和传统方案治疗后的中位PFS时间分别为15.0和8.6个月，中位OS时间分别为18.9和15.2个月（*P*值均\>0.05）（[图3A](#figure3){ref-type="fig"}、[图3B](#figure3){ref-type="fig"}）。提示包括新药在内的诱导/巩固治疗似乎难以克服双/多重打击MM患者的不良预后。

![接受新药和传统药物治疗多发性骨髓瘤患者的无进展生存曲线（A）和总生存曲线（B）](cjh-40-11-912-g003){#figure3}

讨论 {#s3}
====

目前，临床广泛应用的危险分层/预后评价体系主要基于单一预后因素的评价[@b3]--[@b4],[@b15]。但越来越多的证据表明，同时携带多种危险因素患者的预后可能较根据单一因素定义的高危MM更差[@b3],[@b16]。据此，近期有学者提出了"双打击"MM的概念。例如，梅奥诊所在2018年更新的mSMART 3.0分层体系[@b5]中首次将携带任何2种或3种HRCA的MM分别定义为"双打击"或"三打击"MM，纳入高危MM范畴。Walker等[@b6]通过对二代测序结果的分析提出了TP53双等位基因失活或ISS-Ⅲ期伴TP53双等位基因失活或CKS1B扩增（≥4拷贝）两类"双打击"MM。由此可见，目前对"双打击"MM的定义尚无统一的认识。本研究利用临床上常规的ISS分期和FISH检测结果，对270例NDMM患者进行了回顾性分析，亦发现ISS-Ⅲ期伴1q获得/扩增和（或）17p缺失具有重要的预后价值，可能代表了"双/三打击"MM中的一种类型，且随着打击因素数目的增加，患者的PFS和OS时间呈"断崖式"下降，提示打击因素的数目与预后的关系极其密切。

ISS分期结合CA检测的预后意义相关的研究报道较少。Boyd等[@b17]在一项基于MRC Ⅸ临床试验的研究中，结合不同ISS分期和不良CA（FISH检测，包括1q获得/扩增、17p缺失和不良IgH重排）将MM分为低危、中危和超高危三种预后亚型，超高危被定义为ISS-Ⅱ或Ⅲ期伴\>1种不良CA，占13.8%，其中位PFS和OS时间均较低危和中危型显著缩短。研究发现，即使接受ASCT，ISS-Ⅱ/Ⅲ期伴t（4；14）或17p缺失患者的预后仍明显劣于仅携带单一危险因素者[@b8],[@b18]。与此相似，Avet-Loiseau等[@b19]提出结合t（4；14）或17p缺失分析可以改善ISS分期的预后价值。最近，Walker等[@b6]在一项基于骨髓瘤基因组计划（MGP）中基因组二代测序（NGS）结果的研究中提出两类"双打击"MM：①携带TP53双等位基因失活突变；②ISS-Ⅲ期伴TP53双等位基因失活或CKS1B扩增（≥4拷贝）。这两类"双打击"患者各占约3%，其预后明显劣于根据2016年IMWG危险分层定义的高危患者，并提出一种基于NGS的预后评价体系。本研究结果进一步证实，将ISS-Ⅲ期作为一种打击因素在预后/生存预测上与HRCA具有良好的协同作用，将两者结合有助于更精确的危险分层及治疗，可作为当前临床广泛应用的危险分层/预后评价体系的一项重要补充。

综上，本研究证实携带两种或更多危险因素（包括ISS-Ⅲ期、HRCA）的双/多重打击患者的预后较携带单一因素者更差，支持"双打击"的概念，在MM的危险分层和预后预测中具有重要意义。因此，将ISS分期和CA的FISH检测结合，或许能更全面地反映肿瘤负荷、遗传学异常、患者状态等与预后密切相关的肿瘤-宿主情况[@b3]，有望弥补基于单一危险因素的分层和预后体系的潜在片面性，有助于MM精准诊疗的发展。
